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Abstract 



Diagnostic agent for the detection of component materials, in liquids and method of production. The 
diagnostic agent includes a water resistant film composed of a film-former and contains a film opener in the 
form of fine, insoluble inorganic or organic particles. 
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@ Diagnostisches Mittel zum Nachweis von Bestandteilen von Flussigkeiten una Verfahren zu seiner Herstellung. 



(s?) Gegenstand der Erflndung sind neue diagnostische Mit- 
tel zum Nachweis von korpuskularen, hochmolekularen und 
niedermolekularen Stoffen in Flussigkeiten, vorzugsweise 
Korperflussigkeiten, die aus flGssigkeitsfesten FHmen beste- 
hen, die die fur den jeweiligen Nachweis notwendigen Rea- 
genzien enthalten und die durch den Zusatz von Filmoffnern 
in Form feiner unloslicher anorganischer oder organischer 
Partikel fur die nachzuweisenden Stoffe durchlassig gemacht 
sind und Verfahren zur Herstellung solcher diagnostischen 

*" Mittel. 
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Diagnostisches Mittel sum Mach;:eis von Bestandteilen 
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on Flussigkeiten 



Oer Nachweis der Inhaltsstof f e von Flussigkeiten mi i: eels Test- 
streifen .^ewinnt eine immer groBere Bedeutung. Sie liefern in 
vielen .Fallen einfache, preisverte und schnelle Nachweisver- 
i'aAren, Weitverbreitet sind Teststreifen in der Harndiagnostifc 
--ss qualitative und semiquantitative Nachweisverf ahren. 
Spezielle Teststreifen konnen auch zum Nachweis von Inhalts- 
stof fen von Blut una Serum in der arztlichen Diagnose einge- 
setzt werden. Dariiber hina^s werden Teststreifen auch zur Unter- 
suchung von Getranken," Trinkwasser , Abwasser und anderen in der 
Industrie anfallenden Flussigkeiten vielfach genutzt. 

Eine Schwierigkeit fur die quantitative Auswertung der Nachweis- 
Methoden insbesondere fur hochmolekulare und korpuskuiare Be- 
standteile von Flussigkeiten auf Teststreif en-Basis bestand bis- 
her darin, daB fast ausschliefilich Papier als saugender Trager 
eingesetzt wurde. Beispielsweise sei die Bestimmungsmethode vom 
Hamoglobin nach Tallqvist im Blut angefiihrt. Die Homogenitat im 
Bezug auf Schichtdicke, Struktur und Zusammensetzung, wie sie 
fur quantitative Teste erforderlich ist, ist bei Papieren nur 
schwer zu erreichen. Bei Verwendung von Papieren fur quanti- 
tative Teste erweist es sich weiter als nachteilig, daS haufig 
eine exakte Dosierung des Probenmaterials notwendig ist. 

Sinen groBen Fortschritt fur die quantitative Bestimmung 
niedermolekularer Stoffe erbrachte die Verwendung von Filmen 
gemas DBP 1 598 1 53. Diese Filme konnen in ihren Eigenschaf ten 
den jeweiligen Analysenverf ahren angepaBt werden. Sie verlangen 
keine prazise Dosierung des Untersuchungsguts und reagieren 
gleichermaflen mit Ham, Plasma, Serum oder Vollblut. Nach einer 
kurzen Einwirkzeit wird das Qbnr^crUssige Probenmaterial ein- 
iacr. ...bgewxscht. Auf Grund der collagen PorengroBe dieser Fil.ie 
ermo^lichen sie eine Abtrennuiw dr,r dispergierten oder 
suspendiercon Bestandteile cer - cntersuchenden Lcsung, bspw. 
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der Srythr-jsytan des Biutes, von den nxedermoleicularen, 
ce Ids ten Inhaltsstcf f 2n. 

Diese Filme konnen zur Verbesserung ihrer Eigenschaf ten such 
geringe Mengen von Hilfsstoffen bspw. Pigmente wie Kreide cd 
Titandioxid zur ErhShung der Remission enthalten. 

~iese Filme konnen aber nicht eingesetzt warden, Venn cell;: ■ 
^*--::dtei.Le cder grcfie ^jciexuia, z.B. Enzyme, bestimmt: ^ r 
soiien. Derartige Substanzen dringen nicht oder nicht aus- 
raichend in den Film ein, urn eine me B bare Reaktion zu bewirk 
Aus dieses Grunde lassen sich mit diesem Filmprinzip z.B, ks 
brauchbaren Teste fur den Nachweis von Hamoglobin, Cholester. 
in Lipoproteinen oder Enzymen herstellen. 

Es wurde nun vollig liberraschend gefunden, da£ saugende, 
-offfeae" Filme erhalten werden, wenn in die wassrige Dispers 
jder orcanische Losung f ilmbildender Substanzen, aus der der 
unlosiiche Film gebildet wird, Feststoffe in Form feiner, 
ur.ioslicher, organischer oder anorganischer Partikel gegeben 
werden. Fiimbildende Substanz und zugesetzter Feststoff mus&£ 
~n. der zu untersuchenden Flussigkeit, iiblicherweise einer 
vassrigen Losung, unloslich sein- Da der Feststoff selbsx: 
nicr.t "reagiert", ist seine Zusammensetzung unkritisch, ver- 
tfehcsr werden kann bspw. Cellulose, Kieselgur, Kieselgel, 
j'ii'illtsr Gips, Calciumcarbonat, Kaolin, Polyamid, Glas u.a. 
>-s -erhiitnis dieser Stoffe, im folgenden "Filmof fner " ge- 
.Mr.:r:, zu 'ilmbilaner kann 20:1 bis 0,5:1 bevorzugt 5:1 bic . 
;.etragin, Es hangt vein verwendefcen Filmof fner und Filmbilcner 
zy-'ie von dem vorgesehenen Verwendungszveck ab. Mit steiger.da 

i 7_liTtOf fner und steigender spezif ischer Oberfiache 
■er*.*end-3ton Materials wird der Film saugfahiger. Ubiicherw^i- 
taDen die Filmof tner eine KarngroSe von 0,1 bis 200 
-rrsugsweisa von 0,2 ,^ bis 20 ^u. 

t-Herschreitet der Anteil an Filmof fner eine bestimmte Crenze r 
so -./ird ier Film mechanisch instabil. Wird zu wenig Filmof fne: 
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_n den Film .jegsr? ~. , wird *r fur hochmoiekulare oder celluiare 
Sesstand telle uncurchlassig . Z.B. soilte das Verhaltnis* Film- 
Jfc £ner zu Filmbildner bevorzugt 5:1 bis 2:'i betragen, wenn 
v.lyaraid oder gefallter Gips als Filmoffner und eine wassrige 
Dispersion von Polyvinylpropionat als Filmbildner vervendet 
werden. Wire hingegen Kieselgur verwendet, so soilte das 
~ : *-~haltni"s vorzugsweise 2:1 bis 1:1 betragen. 

;/w er .ochmoiekujuaren Inhaitsstcf f en -.verden seiche nut einem 
Mol.-Gewicht von iiber 50-000, unter niedermolekularen soiche 
rait einem Mol . -Gewicht von unter 500 verstanden. 

deeicnete Filmbildner sind bevorzugt organische Kunststof f e , 
vie Pclyvinyiester , Poly vinylacetale, Polyacrylester , 
rolvmec:.acryIsaure , Polyacrylamide, Polyamide , Polystyrol, 
Xischr^civmerisate, z-3. von Butadien und Styrol oder von 
M=l2i*:saureesrer und Vinylacetat, jedoch konnen auch andere 
fiixhildende, naturliche und synzhetische organische Bolymere 
sowie Mischuncren derselben bevorzugc in Form von wassrigen 
Disoersionen, verwendet werden. Die Filmbildner konnen auch in 
crcranischen Losungsmitreln gelost sein, z.B. ein Copolymerisat 
aus Vinvlchlorid und Vinylpropiona- in Essigestier. 

vie Disoersionen oder Losungen lessen sich auf einer Unterlage 
zu einer cleichmaBigen Schicht verstreichen, die nach dem 
Trocknen einen wasserf esten Film ergibt. Die trockenen Filme 
l-.cben eine Dicke von 10 ^u bis 500 ^u f vorzugsweise von 
20 - 200 ^u. 

2 in besonderer Vcrteil gegeniiber saugfahigen Papieren besteht 
tlarin , daB soiche Filme einfacher, cleichmaBiger und re- 
oroduzierbarer gefertigt werden konr.en- Der Film kann mit der 
Unterlage als Tracer zusammen ver^e»viet werden oder fur die 
rlachwej sreaktion von ihr sbgezoc er. na bspw. auf einen anderen 
Crager aufgebrachc werden. Trager fir die beschichteten Filme 
.sind vorzugsweise Kunststof £-FoI ien , Es konnen aber auch andsrp. 
Foiian, ?apiar-3, Xur.srsrcf f-Tarrlr , Clas. Metall usw. als 
Tracer einqesec^c werden, ,-/er.r. =-s r,:y m : Verwendungsiweck 



0016387 

Sio fur - i <s r-^chveis reaction erf order lichen Reagenzien warden 
n G r m a 1 e rw e i s « direkt. xn die Disp-srsion geceben. Sofern 
vorceiinaft, kann der gebiidete Film aber nit ihnen auch 
irr^raaniert: werden- Auch eine Vcrimpragnierung der Filmoffnet 
nit dsn Reagenzien 1st moglich. Die Verfahren lassen sich auc^ 
c-^rart icombinieren, da£ z.B. bestimmte Bestandteile in die 
Dispersion gegeben werden und and^re auf den Film nach- 
i-zragniert werden. Dadurch iaBt sich eine gewisse, raumiich^ 
Tr-innung der Bestandteile erreichen, was zu stabileren odsr 
r o a!-: ~ i v er e r* Tes~en ruhren kann. Eine weitere MoglichkeiL ? 
Rezeorurbe stand telle voneinander zu trennen, besteht daritt, iic 
auf verschiedene 3eschichtUngsmassen zu verteilen und diese ir. 
der optimalen Reihenfolge nacheinander zu beschichten, so da£S 
eir. Mehrschichten-System entsteht. 

Sofern nozig, lassen sich Verdickungsmittel, Emulgatoren, 
Dz-spergiermittal, Pigmente, wie z.B. Titandioxid, Weichmac^ar : - 
:;3rzmirtel usw. , zuserzen. 

3-ispergiermittel , Einuigatoren und Verdickungsmittel dienen eu*t. 
I-Iersuellen und Stabilisieren der Dispersionen. Pigmente, vie 
z.B. Titandioxid, die identisch mit dem Filmof f ner sein kcnnan, 
vsrbessern die Remissicnseigenschaf ten von Film en, indem sie 
Jur moglichsr ceringe Transparenz und erhohte Remission der 
rilme screen* Dies ist insbesondere dann von Vorteil , wenn & 
zo erhaltenen diagnostischen Prufmittel remissionsphotqmetn^h 
*r j!cgev;err.et werden sollen. Mit Weichmachern lassen sich die 
Eigenschaf ten der Filnbeschichtungsmassen sowie der Filme 
jfp-cimieren . £ - 3. werden ihre Standf estigkeit , ihre Viskosit^ 7 
jLhre Haf rung auf der zu beschichtenden Unterlage u.a. ver- 
besser-. Netzmittel werden elngesetzt, urn eine bessere 
Ber.enzung des Films durch das Probengut zu erreichen- Sie 
konnen gleichzeitig auch Reaktionen katalysieren oder Re- 
/•■soruren scabilisieren oder die Reaktionsf arbe brillantsr 
/:onrraszreicher machen. 

':~,;chi die vcrstehend beschriebenen Filme vorzugsweise zurr. 
. Mchveis ven r ~ enmc 1 zk\: 1 en ur.d korpusJcuICirsn Bestand;: dilsn 
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entvickelc wurden. sina sie selbstverstandlich auch zum 
\-arr..veis und sur Bes-immung von niederraolekularen Verbindungen 
ceeignet. Gegenttber den.Filnen geraaB DBP 15 98 153 haben sie 
dan Vorteil, die Cuter suchungs 15 sung starker und schneller 
auxsusaugen und dadurch intensivere Reaktionen zu zeigen. Bei 
geeigneper Wahl des Verhaltnisses von Filmoffner zu Film- 
rxiuner, das noch zusatzlich von der Art dieser Stoffe abh&ngt, 
^•uw. von C,5:1 bis 2:1, is- es in manchen Fallen sSglich, das 
Sindrlngen hcchmolekularer Stoffe in den Fill?., das sonst zu 
Storungen Aulas geben konnte, zu unterdriicken und nur die 
niedermolekularen Stoffe nachzuweisen bzw. zu bes tinmen. 
Die hierin beschriebenen Filme werden vorzugsweise beira Nachweis 
der Inhaltsstoff e von Korperf lussigkeiten, wie Harn, Blut, Serum 
und Soeichel eingesetzt, kcnnen jedoch in geeigneter Modifizie- 
rung auch in anderen waBrigen Fiussigkeiten wie Trinkwasser, 
Abwasser etc. und gegebenenf alls auch in organischen Losungs- 
mitteln, in der.en sie unloslich sind, eingesetzt werden. 

Gegenstand der vcrliegenden Srfindung ist ein diagnostisches 
Mittel zum Nachweis von korpuskularen, hochmolekularen und 
niedermolekularen Inhaltsstoff en von Fiussigkeiten, wie 
es in den Pa-er.tar.spriichen naher gekennzeichnet ist. 

Die groBen Vorteile bestehen darin, dafl der Film, der die 
benotigten Reagenzien aufnimmt, auf den vorgesehenen Ver- 
wendungszweck gesielt eingestellt werden kann, indem man die 
besten geeigneren Filmbildner, Filmoffner usw. auswahlt. Ein 
weiterer grofler Vorteil ergibt sich daraus, daB auf prazise 
Frobendosierung verzichtet werden kann, well der Film das 
Probenmaterial selbst dosiert. Der UberschuB wird einfach nach 
einer gewissen Einwirkungszeit abgewischt. 

Tax folgenden werden einige Ecisplele fiir das erf inaungsgemaSe 
Mi.fcr.el gegeben. 
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Zur Hersteiiung eines Reagenz fiLr.es zum Nachweis von 
Cholesterin im Serum wird eine Dispersion folgender Zusaimaen- 
serzung bereitet: 



5 g 



^* Cellulose 

Poiyvinyipropionat-Dispersion 

.'50 5 in Nasser) 3 c 

Mechyihydrcxypropyl-Cellalcse 0,042 g 

Titancioxid-Pulver -, 

Cholesterinesrerase 12C0 U 

Cholesterinoxidase g 0 Q y 

Peroxidase 26ooo Q 

Gaiiussaure 0,0032 g 
Zine Losung von 0,2 g 3,3' ,5,5'- 
Tetraniernyibenz^din und 0,17 g 
Diocrylnatrituasulf osuccinat in 

0,74 nil Aceron 1 ^ 

Kaiiumdihydrogen-Phosphat 0,049 c 
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat 0,167 g 

dest. Wasser 19,5 ml 

^ie Mischang wird auf eine Poiycarbonat-Folie in einer 3O0 u 
sicken schichc aufgetragen und anschlieflend mit Warmluft 
zetrocknet. Die so erhaltene Reagenzschicht ergab mit 
cr-olesterinhaltigen Seren in Abhangigkeit von der CK-Konzen- 
.rat.ij..i gut abgestufte, blaue Farbungen. 

. ;i cn Justieren des mit einer linearen Skala versehenen 

^aisalonsphotoaeters dteflaaat®) mit dem unbfenuteten Test- 

-.reifen aaf 0 Skaisnteile und mit einer schwarzen Folie auf 

-0 Skalenteile erhalt man fur die den Blauf arbungen ent- 

prachsndcn Cholesterinkonzent-^afi ^=>, -, • ,■ , 

uiuent.ationen die tolgenden MeBwert.- 
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O mg O Skalenteile 

100 mg 6 " 

200 mg 44 " 

300 mg 66 " 

5 400 mg 76 

500 mg 33 

600 mg 88 " 

Schwarze Xontrollf die 100 " 



• 0 

Beispiel 2 

Fur einen Test zum Nachweis von Erythrozyten im Karn wurde 
zunachst ein Film aus folgender Mischung hergestellt: 

15 

} Polyvinylpropicnat-Dispersion 



(SO % in Wasser) 50 g 

Kaolin 60 g 

Dioctylnatriumsulf osuccinat 2 g 

20 dest. Wasser 140 ml 



Die Mischung wurde in einer 400^u starken Schicht auf eine 
Polycarbonat-Folie aufgetragen una anschlieSend mit Warmluft 
getrocknet. Der so erhaltene Film wird mit den unten auf- 
25 gefiihrten Losungen I und II impragniert und nach jeder 
Impragnierung mit Warmluft getrocknet. 

Losung I 

30 * EDTA - tta 2 

Trina'triumcitrat • 2H 9 0 
Citronensaure • K 9 0 
Phosphorsauretrimorpholid 
Benzo-lichtgelb 

3 5 dest. T /7asser 



1 g* 

15,7 g 

3,48 g 

30,5 g 

O,048 g 



190 ml 
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Dazu werden 3,2 g 2, 5-Dimethyl-2, 5-dihydroperoxihexan in 
60 ml Methanol gelost gegeben* 

Losunq II 

3,3' ,5,5 ! -Tetramethylbenzidin 0,56 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat 1,0 g 

Phenanthridin 1,4 Q 

Phenyls einicarbaz id 0,06 g 

Toluol 100 ml 

Methoxyethanol 10 ml 

Petrolether 90 mi 

Der so erhaltene Film ergibt mit erythrozytenhaltigen Harnen 
griine Farbungen. 



Beispiel 3 

Sin Film fur den Nachweis von Nitrit im Ham wurde wie folgt 
erhalten: 



J.n die unten aufgefiihrta Losung a) wurden 10 g Cellulose 
1z eingeriihrt, abfiltriert und in -Warmluf t getrocknet, 

Losuncr a) 



•3 s. 



3 -Hydroxy- 1 r 2,3,4- tetra-hydrobenzo- [h]-chinolin 0,392 g 

Sulfanilamid 0?344 ^ 

L-Weinsaure c ~~ 

Methanol p.A. 2co ^ 

Mit der so impragnierten Cellulose wurde die f olgende Beschich- 
tungsinasse hergestellt: 



J)' 



- ft 
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Impragnierte Cellulose 
Methylhydroxypropyl-Cellulose 

Polyvinylpropionat-Dispersion (50 % in Wasser) 
10 %-ige Losung von Dioctylnatriumsulfosuccinat 
in Aceton 
dest. Wasser 

2z wurde eine 4C0^u dicke Schicht der Masse auf eine Polyesr* 
fwlxe aufgetragen und mit Warmluf t getrocknet. Der wasser- 
unlosliche Film ergab mit nitrithaltigen Flussigkeiten, bei- 
spielsweise Harn Oder Abwassern der Industrie, rote Farb- 
reaktionen. 

B e i s p i e 1 4 



10,00 g 
0,03 g 

3 ml 
35 ml 



Fur den Nachweis von Hemoglobin in Blut wurde ein Reagenzf ilm 
aus folgender Mischung hergestellt: 

Cellulose 20 c 
Poly viny Ipropionat-Disper s ion 

(50 % in Wasser) 15 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat 0,3 g 

0,5 mol P0 4 -Puf fer, pH = 7 75 ml 

Die Mischung wurde in einer 200^u dicken Schicht auf eine 
Pclyester-Folie aufgetragen und mit Warmluft getrocknet. 

Last man aus einer Verdunnungsreihe vcn Blut mit verschiedenem 
Hamoglobin-Gehalt jeweils 1 Tropfen 1 Minute auf dem Test 
einwirken, so erhalt man nach Abwischen des Tropfens mit Watte 
abgestufte Farbungen. 

-ermiat man die entstandene Farbung der Teststreifen am 

Kemissionsphotooieter (PMQ3 von ZeiB) bei 540 nm, dann erhalt 

man in Abhangigkeit von der Hamoglobinkonzentration folgende 
MeBwerte: 
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g HB/1 % R 

53 46,1 

100 38,8 

5 150 31,7 

201 25,5 



Beistjiel 5 

10 

Zur Feststellung der Grenzen des Verfahrens wurde in einer zu 
Beispiel 4 analogeh Mischung Filrtioffner und Filmbildner 
variiert und Filir.e mit fo'lgsnden Eigenschaf ten erhalten: 
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Filmof fner/Filrabildner 


Eigenschaf ten bei 
Reaktion mit den Erythro- 


Kieselgur 


: Polyvinylpropionat 


zyten im Blut 


0,5 


: 1 

* 


Stabiler Film, Erythrozyten 
dringen nur an einigen 
Stellen ein. 


1 


: 1 


Stabiler Film, gleichmaBige 
Reaktion des ganzen Films. 


4 


1 


GleichmaBige Reaktion des 
ganzen Films, Filmmateriai 
wird beim Abwischen bereits 
teilweise abgelost. 


Gips 


: Polyvinylpropionat 




3 


: 1 


Stabiler Film, geringfugige 
Anf arbung . 


4 bis 10 


: 1 


Stabiler Film, gleichmaBige 
-tiefe Arif arbung. 


20 


1 


Bei geringem Druck abwisch- 
fester Film, gleichmaBige 
Anf arbung, Tropfen "chroma- 
tographiert" am Rand. 



- 12 
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tan tanspruche 



Di=_mostisches Mittel zum Nachweis von Inhaltsstof f en von 
Fl'iissigkeiten bestehend aus einem f liissigkeitsfesten Film, 
dac.^ch gekennzeichnet, da3 er Filmoffner in Form feiner, 
unLSslicher anorganischer cder . organischer Partikel 
unc. die fur den Nachweis erf order lichen Reagsnzien enthalt. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verhaitnis Filmoffner zu 
•Pj - -.h i 1 finer 20:1 bis 0,5:1 betragt. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Film zum Nachweis hochmolekularer 
un= korpuskularer Stoffe ein Verhaitnis von Filmoffner zu , 
Filmbildner von 1:1 bis 20:1 aufweist. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verhaitnis von Filmoffner zu Filmbildner 
2:1 bis 5:1 betragt. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Film zum Nachweis von Stoffen mit 
Jcleinem bis mittlerem Molekulargewicht ein Verhaitnis von 
Filmoffner zu Filmbildner von 0,5:1 bis 2:1 aufweist. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Film auf einem Trager befestigt ist. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruche 1-6, dadurch 
gekennzeichnet, daB Film und Filmoffner wasserfest sind 
und zum -Nachweis von Inhaltsstof fen in wassrigen Fliissig- 
keiten geeignet sind. 



- 13 - 
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Verfahrsn zur Herstellung von diagnostischen Mitteln 
gemaB einem der Anspriiche 1 - 6 r dadarch gekennzeichnet , 
daB man eine Losung -oder Dispersion des Filmbildners in 
einer geeigneten Fliissigkeit mit dem Filmoffner, sowie 
gegebensnf alls den notwendigen Reagenzien und Hilf s- 
stoffen, mischt, die Mischung auf einer Unterlage zu einem 
dunnen Film ausformt und die Fliissigkeit abdampft, worauf 
der entstandene Film gegebenenf alls mit Reagenzien im- 
pragniert wird . 

Verfahren nach Anspruch*7, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Film von der Unterlage gelost und auf einen Trager be- 
festigt wird. 
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